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PROCEDE ET DISPOSITIP PERMETTANT OB DETECTER LA 
FORMATION ET LE DEVELOPPEMENT DE BIOPILMS DANS ON MILIEU 
OB CULTURE 

La P r6se "te invention se rapporte au domaine de la 
OSteetron de~ la visCbsitS d-un milieu de culture; 

La presente invention se rapporte plus 
particulierement au domaine de 1' etude du developpement 
d'un biofilm dans un milieu de culture homogene ou non 
homogene. Ledit biofilm en se developpant entrave le 
mouvement de particules aptes a se deplacer dans un champ 
magnetique, electrique ou electromagnetigue, comme des 
particules chargees electriquement (par la presence d'ions 
posxtifs et/ou negatifs) ou magnetiques ou magnetisables 
ou encore recouvertes d'une couche magnetique ou 
magnet i sable. . 

A cet egard, dans le present texte, le terme 
"viscosite" doit s' entendre comme faisant reference au 
degre de liberte de la particule magnetisable dans le 
biofilm. on comprendra a la lecture du present texte que 
1' xnvention n'a pas pour objet une mesure de la viscosite 
d'un milieu comme on aurait pu !■ entendre avec le terme 
"viscosite" dans son sens commun, mais bien la mise en 
evidence du developpement d'un microorganisme par la 
mesure du degre de liberte d'une (ou plusieurs) particules 
magnetisables, dont le mouvement est ou non entrave par un 
biofilm, lui-meme significatif de la presence ou non dudit 
microorganisme en developpement. 

De meme 1' expression "milieu de culture" doit 
s' entendre comme tout milieu dans leguel au moins un 
microorganisme est susceptible d'etre present et de se 
developper. ri s'agit done d'un milieu qui peut etre 
naturel ou synthetique. Ainsi par exemple, 1'eau entre 
dans cette definition. Par la suite dans le present texte 
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l'expression "milieu de culture" ou les termes "milieu" ou 
"culture" pourront etre employes indif feremment en 
reference a cette definition. 

Ainsi par "milieu de culture", "milieu" ou "culture », 
5 on entend selon 1' invention le microorganisme et le milieu 
"dans lequer- il- se "trouveT ou ~WKS€u*HaBSa€- le miTieiT 
seul. 

Un micro-organisme est un etre vivant microscopique 
tel que les bacteries, les levures, les champignons, les 
10 algues, les protistes. Un micro-organisme peut etre 
unicellulaire ou pluricellulaire. Des stades larvaires 
d'organismes pluricellulaires (metazoaires) peuvent aussi 
etre a l'origine de biofilms. 

La plupart des micro-organismes (pathogenes ou non) 
15 ont ete etudies jusqu'ici sous leur forme 
« planctonique », libres et isoles dans un milieu 
(cultives en suspension ou sur milieu selectif). or, en 
milieu naturel, hors laboratoire, les populations 
bacteriennes se trouvent fixees sur un support (etat 
« sessile »,) et se developpent en communaute organisee 
nommee « biofilm ,,. Cette communaute bacterienne est 
generalement englobee dans une matrice 

d'exopolysaccharides (EPS) limitant les echanges avec le 
milieu environnant (A. Filloux, I. Vallet. Biofilm : 
25 « Mise en place et organisation d'une communaute 
bacterienne » . Medecine/Sciences 2003 ; 19 : 77-83). 

Lorsqu'un biofilm se developpe, il y a d' abord 
adhesion des bacteries sur un support puis colonisation de 
ce support. Les bacteries en se multipliant ferment 
rapidement un film constitue par des strates de corps 
cellulaires secretant une gangue d'exopolysaccharides qui 
les protege des agressions du milieu environnant (Costerton 
et al. Bacterial Biofilms. Sciences 1999 ; 284-6). La 
cinetique de formation d'un biofilm peut etre subdivisee en 
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5 etapes : 

" Conditionnement la surface : Les molecules 

organiques ou minerales presentes dans la phase liguide 

vont s' adsorber sur la surface, pour y former un « film 
5 conditionnant » . 

~ ^'adherence ~ ou aHEgsTon" ~" "reversible" : " Les" 
microorganismes presents se rapprochent des surfaces par 
gravimetrie, mouvements browniens ou par chimiotactisme 
s'ils possedent des flagelles. Au cours de cette premiere 
10 €tape de fixation, faisant intervenir uniquement des 
phenomenes purement physiques et des interactions physico- 
chimiques faibles, les microorganismes peuvent encore etre 
facilement decroch^s . 

- L * adhesion .- cette etape plus lente fait intervenir 
15 des interactions de plus forte energie ainsi que le 
metabolisme microbien et les appendices cellulaires du 
microorganisme (flagelles, pilis, ...) . L'adhesion est un 
phenomene actif et specif igue. Les premiers colonisateurs 
vont s'attacher de maniere irreversible a la surface grace 
notamment a la synthese d'exopolysaccharides. Ce processus 
est relativement lent et depend des facteurs 
environnementaux et des microorganismes en presence. 

' ^ maturation du biofilm (developpement et 

colonisation de la surface) : Apres avoir adhere a une 
surface, l es bacteries se multiplient et se regroupent pour 
former des microcolonies entourees de polymeres. Cette 
matrice de polymeres (ou glycocalyx) va agir comme un 
« ciment >, et renforcer 1' association des bacteries entre- 
elles et avec la surface pour finalement former un biofilm 
et atteindre un etat d'eguilibre. Le biofilm se developpe 
generalement en une structure tridimensionnelle qui 
const itue un lieu de confinement. Ce micro-environnement va 
etre le siege de nombreuses modifications physiologiques et 
moleculaires par rapport au mode de croissance 
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Plenctonigu.. Le biofilm ainsi forms va occupy tout. 1. 
surface gui lui est offerte 8i le3 condition8 u * 
permettent. Genera!*™* la maturation du biofi3jn est 
correlee a 1. production d-EPS mem. si cert.ines especes de 
microcrganismes „e synthetisant pas ou peu de polymeres 

I^Z. " t0rffief " 

■*crochemenj^ : Le s biofilms sont des structures en 
perpetuel eguil ibra dyns^gue et fluent en fonction Z 

«volut4on peut se traduire par des decrochements de 
cellules ou d'agregats. 

ce relargage de cellules dans le milieu ligulde 
permettre par la suite la ™.. . . g"i°e peut 

W et est en s- , COnta ™«i°» d'autres surfaces 

« en general la cause de nombreuses maladies 

recurrentes en milieu medical (source de resistances, 

tres "err 6 bi ° fllmS e " tr * S -t 
nrll t ^ d-autres sont 

prxncxpalement constitues de corps bacteriens. 

' dictions v? ine - ies a ° nt 

a infections de plus en plus difficiles a juguler • s„ r 

toute la sphere ORL (conduit auditif ' 

1 ir auditxf, muqueuse nasals 

con^onctive de l'oeil > SU5 - i a „ nasale, 
tartr* j_ . ~ > ' SUr les dents (apparition de 

tartre, de car.es, sur le8 bronches, les pouaons (chez 

"actus , att6intS ^ ~<**>~ L niveau L 

tractus urogenital („.). 

lis sont en outre a i 4-«_^ _. 
P T ogies nosocomial ^Z^^Z^Z 



cardiaques, hanches artificieii** 

w T „ ««iicieiies, sondes urinaixes 

...)(J.W. Costerton, P. Stewart et e p r . 68 
Biofiim. a Greenberg, Bacterial 

Boofxi™ : . a cononon cause of persistent infections .. 
Scxence, vol. 284, ppl318-1322 ) . 



Les biofilm sont egalement presents dans les tours 
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de refrigeration, responsables d' infections par les 
Legionelles. 

lis concernent egalement 1 Industrie agro-alimentaire 
pour leur implication dans les cas d < intoxications 
5 alimentaires (formation lors de ruptures de la chaine du 
froid 7 deveroppement- sur- les outils de' trancnage,- de 
broyage, sur les surfaces de travail). 

De meme, les biofilms se developpent dans les 
canalisations, provoguant notamment des phenomenes de 
10 corrosion. 

Les biofilms se developpent aussi a la surface 
d'objets immerges, comme par exemple des cogues de 
bateaux, a 1'origine de problemes de « fouling » 
(encrassement de la surface des cogues de bateaux a cause 
de la colonisation des cogues par des microorganismes 
divers ) . 

II est a noter gue les bacteries ne sont pas seules a 
creer des biofilms : les champignons, les algues, les 
protozoaires s'organisent egalement en biofilms. 

Les biofilms sont done omnipresents dans de nombreux 
domaines, presentant des risgues sanitaires et causant des 
dommages relativement importants. 

Cependant, le developpement et le comportement de ces 
biofilms restent mal connus du fait de leur complexity a 
etre etudiee, bien gue de nombreuses methodes d' etude du 
developpement des biofilms sont mises en asuvre. 

Les methodes d' etudes des biofilms sont encore 
principalement basees sur la colonisation de pieces de 
verre ou de plastigue immergees dans un milieu de culture 
contenu dans des flacons sous agitation dans des etuves 
afin par la suite de les colorer au cristal violet ou de 
les observer au microscope. 

II existe d'autres methodes de detection plus 
complexes, comme par exemple des detections par Micro 
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balance a cristal de quartz (Q-CMD, Quartz Cristal 
Microbalance with Dissipation Monitoring), des detections 
par MTA (Mass Transport Analysis), par UFDR (Ultrasonic 
Frequency Domain Ref lectometry) , par PCR in situ (sur gene 
fonctionnel Amo A), par fish (hybridation in situ en 
fluorescence^ par CESM~- (ConTocal -EW Scanning 
Microscopy), par PAS (Photo Acoustic Spectroscopy), 

D'autres methodes encore utilisent' des 
particules/billes magnetiques revenues de lectine, ou 
d'anticorps pour isoler les bacteries responsables du 
developpement de biofilm, ceci pour permettre ensuite la 
caracterisation de ces microorganismes par des methodes 
classiques d ' immunoanalyse ou par biologie moleculaire 
( hybridation ou PCR ) . 

De telles methodes s'averent cependant lourdes a 
mettre en amvre et res tent relativement onereuses. Par 
ailleurs, elles ne permettent pas de donner un 
enseignement suffisamment probant sur le comportement des 
bacteries et done la formation et le developpement des 
biofilms. En effet, ces methodes ne permettent pas le 
suivi du developpement d'un biofilm, qu'ii soit 
principalement constitue de corps cellulaires (type 
Listeria), d'BPS (exopolysaccharide) ou d'une matrice 
analogue secretee par les microorganismes colonisateurs 
25 (type pseudomonas ) . 

La presente invention se rapporte a un precede et un 
dispositif permettant de detecter Involution de la 
viscosite d'un milieu de culture, homogene ou non 
homogene, trouble et/ou opaque et a 1 • utilisation dudit 
proc^de et/ou dudit dispositif dans des applications 
particulieres . 

Le terme de « milieu de culture non homogene » doit 
etre compris, dans la presente Demande, dans son sens le 
plus large. En particulier, un milieu de culture non 
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homogene pourra consister en un milieu de culture limpide 
dans leguel evoluent des microorganismes en suspension 

On connait de 1'art anterieur la demande de brevet 
frangais FR2555316. Cette demande de brevet porte sur un 
precede et un dispositif pour determiner la viscosity d'un 

conductrice dans le milieu fluide, a appliguer a la bille 
un champ magnetigue tournant sensiblement centre sur 
""--oil ^ champ tournant etant tel gue 1'ecoulement du 
fluxde au contact de la bille mise en rotation demeure 
lamxnaire, et a dStetminer une grandeur relive au couple 
exerc* sur la bille du fait de la viscosite du milieu 
fluxde. Axnsi, la bille, plongee dans un milieu visgueux, 
subxt un moment de freinage proportionnel a la viscosite 
et prend en regime permanent une rotation dont la p6riod e 
est egalement proportionnelle a la viscosite du milieu 
ixguide a analyser. La rotation de la bille pent etre 
vxsualisee a 1'aide des taches de diffraction obtenues par 
eclaxrement de la bille a 1'aide d'un faisceau laser seLn 
son axe de rotation. 

C.p.ndant, un tel precede n'est adapte que pour una 
^ e " * UVre dMS un visqueux homogine. Or, un 

milieu de culture de bacteries est opalescent, trouble et 
opaque, catte methods ne permat done pas de determiner la 
formation ou non de biofilms dans le milieu de culture 

11 °" ^l«»ent propose dans 1-abrege de la demande 
de brevet japonais JP6U6H36 une methode de mesure de la 
vxscosite d-un fluide non-newtonlen reposant sur le 
precipe de 1-attraction magnetigue. La methode consists a 
-.surer 1. viacosite au moyen de la mesure du deplacement 
et de la Vitesse de deplacement d-un barreau aimante aous 
1 effet d'un champ magnetigue. 

La methods proposee dans 1-abrege Japonais permet de 
determiner les caracteristigues relatives au fluide 
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visqueux comme la viscosity. Cependant, la methode en 
question ne pennefc en aucune maniere de reproduire le 
comportement d'un microorganisme , tel qu'une bacterie, 
evoluant dans le fluide visqueux. 

11 W^senteTThventlbh a "done" pour bb jet de proposer 
un proc^de et un dispositif permettant de modeliser le 
developpement des biofilms dans un milieu non homogene, 
trouble et opaque correspondant au milieu de culture dans 
lequel les microorganismes se developpent pour former de 
tels biofilras. 

La presente invention a egalement pour but de 
permettre la modelisation du processus de colonisation 
d'une surface par des microorganismes. 

La presente invention a egalement pour but de 
permettre la mise en evidence des differences de viscosite 
dans un milieu non homogene, et par consequent de 
permettre la modelisation du milieu de culture en 
differentes zones selon le developpement de biofilms dans 
chaque zone. 

La presente invention a egalement pour objet de 
proposer un precede et un dispositif de detection du 
developpement des biofilms de mise en ceuvre simple, peu 
onereuse et automatisable . 

Pour ce faire, la presente invention est du type 
decrit ci-dessus et elle est remarquable, dans son 
acception la plus large. 

Ainsi 1' invention a pour objet un procede permettant 
de mesurer la viscosite d'un milieu de culture de 
microorganismes (5), comportant les etapes consistant 
successivement a : 

a) immerger au moins une particule chargee 
electriquement, magnStique ou magnetisable ou recouverte 
d'au moins une couche magnetique ou magnetisable dans 
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ladite culture, 

b, soumettre ladite culture a un champ electrioue 
magnetigue ou electromagnetigue, . t J tZT 

w , d e fa5on . „ ttr . ladite d ; m ££~2 

3 mouvement, *="icuie en 

C> " d#teCter "Ptiquement fcr degrs de u 
"ouvement de ladite particule dans ladlte c ^ 1' 
preference par mesure optigue. ledlt p roceds * 
pas de microscope a balayage. "trlxsant 
0 L-etape b) conslste a soumettre ladite culture soit . 

un champ electrigue, soit a un champ magnetic s !.!\ 
champ electromagnetic, eventueLme« " 
vision, soit a una augmentation progrlivfdT h"" 
electromagnetigue, soit a des variation!!! ^ 

' champ electromagnetigue soit » u~ k C<>,nPleiteS d9 

igue sort a une combinaison de chamos 
«9»entation progressive du cha«p electromao^T 
est obtenue, selon une „„■ . al * etxca »V>ttx V u, 

1'inv.nK configuration particulars de 

1 inventron, par rapprochement d'un aimant «„, 
trasectoir. rectiligne ou sinusoidale oTn ™ 
"~ — - presentant tu .on T °T 
-oscillation et une freguence variables Z 

Avantageusement, ledit champ electric 
ou electromagnetigue est genere P L des 
de champ en mouvement. 

Avantageusement, la culture s'ecoule en *i 
ou en fi„v ecouie en flux constant 

« en flux discontinu a intervalle de temps donn' - 
travers un y-A~~±. temps donne a 

ravers un reacteur ouvert. Cette derniere co „f 
est preferee ri*no , lere configuration 

avec les 7ondTt * *—< ~ ade *>*"» 

biofiim S natUrSUeS dU d ^^>PPe-t d-un 

Selon 1. invention, en ce gui concerne la particule, 
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cette derniere peut etre, soit une particule chargee 
Slectriquement, soit une particule magnStique, soit une 
particule revetue d'au moins une couche magnetique, soit 
une particule magn^tisable, soit une particule revetue 
d'un couche magnet isable. 

AVaiVLageuseiiieiit , - -tadite — p articu ie — magn#t±que _ peut 
presenter une taille sensiblement identique a la taille 
des microorganismes gen6rant les biofilms. 

Avantageusement encore, on peut utiliser des 
particules de tallies differentes et/ou, avantageusement 
aussi, de couleurs differentes. Les particules de plus 
petite taille sont immobilisees avant les particules de 
plus grande taille lors du developpement d'un biofilm. On 
peut ainsi caracteriser plus precisement le developpement 
15 dudit biofilm ou sa degradation. 

De meme, selon une configuration avantageuse de 
1' invention, ladite particule est generatrice d'un signal 
detectable par ledit dispositif de detection optique du 
mouvement. Ledit signal peut etre detecte soit de facon 
autonome (avantageusement par radioactivite ) , soit par re- 
emission d'energie transmise en flux continus ou 
discontinus (avantageusement transmission d'energie 
lumineuse par faisceau laser et re-emission de 
fluorescence ) . 

» Avantageusement, ladite particule est de type 

fluorescente, phosphorescente, radioactive ou 

chimioluminescente . 

Selon un mode preferentiel de 1' invention, l'etape c) 
consiste a €clairer au moyen d'une source lumineuse ladite 
particule et a detecter le mouvement de ladite particule 
dans ladite culture. 

Pour ce faire, ladite particule pourra 
avantageusement Stre fluorescente. 

Selon une configuration preferee, ladite particule 
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(3) est configuree de telle sorte qu'elle est en position 
stable au repos (en 1' absence de champ) dans ledit 
reacteur (1). Avantageusement , ladite particule peut etre 
une particule par exemple en forme de palet, de geometrie 
asymetrique avec une face plane, (.>) . 

Seloxr " un mode "de mise en oeuvre " particuirer de 
1' invention, ledit procede consiste en outre a realiser 
une mesure de la viscosite de ladite culture, selon le 
procede tel que decrit precedemment, a un temps t-0 
correspondant a 1 'ensemencement de ladite culture, et au 
moins une mesure a un temps t de la viscosite de ladite 
culture selon le procede tel que decrit precedemment, 
ainsi qu'a comparer lesdites mesures a to et t. 

Le procede selon 1' invention permet de mesurer la 
viscosite d'une culture de microorganismes homogene ou non 
homogene, de preference non homogene. 

Selon un autre aspect, la presente invention a pour 
objet un dispositif permettant la realisation du procede 
selon 1' invention, tel que decrit precedemment. 

Ainsi, la presente invention a pour objet un 
dispositif permettant de mesurer la viscosite d'une 
culture de microorganismes, homogene ou non homogene, 
comprenant : 

- au moins un reacteur de culture destine a recevoir 
ladite culture pour realiser la detection de la formation 
et du developpement de biofilms, 

- au moins une particule chargee electriquement ou 
magnetique ou magnetisable ou recouverte d'au moins une 
couche magnetique ou magnetisable, immergee dans la 
culture, 

- des moyens pour generer un champ electrique, 
magnetique ou electromagnetique, de preference un champ 
magnetique, ledit champ etant applique a ladite particule 
de facon a la mettre en mouvement, 
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- un dispositif de detection optigue du mouvement de 
ladite particule, autre qu'un microscope a balayage. 

Par reacteur de culture, on entend soit une enceinte 
presentant au moins une extremity fermee, du type tube, 
5 puit, <_) (reacteur ferme), soit une enceinte presentant 
deux -ouvertures- - pour- permettre~ 1 'ecoulemeht" de ladite 
culture au travers de ladite enceinte (reacteur ouvert). 

Selon une premiere configuration de 1' invention, 
ledit reacteur presente une extremite fermee de sorte a 
10 former un fond plat. 

Afin de presenter une position stable au fond du tube 
lorsgue la particule est au repos, c'est-a-dire lorsgue 
aucun champ n'est genere, le fond dudit reacteur peut 
presenter une ou plusieurs cavites ou sillons destines a 
recevoir la ou lesdites particule ( s ) . 

Selon une deuxieme configuration de 1' invention, 
ledit reacteur presente une extremite fermee de sorte a 
former un fond hemispherigue. 

Selon une autre configuration de 1' invention, le 
reacteur peut presenter deux extremites ouvertes. Dans 
cette configuration, ledit reacteur peut etre configure 
pour permettre un ecoulement de ladite culture en flux 
constant ou en flux discontinu a intervalle de temps 
donne . 

En ce gui concerne ladite particule, cette demiere 
est, avantageusement, soit une particule chargee 
electriguement (par la presence d'ions positifs et/ou 
negatifs), soit une particule magnetigue, soit une 
particule revetue d'au moins une couche magnetigue, soit 
une particule magnetisable, soit une particule revetue 
d'au moins une couche magnetisable. 

Avantageusement, ladite particule magnetigue presente 
une taille sensiblement identique a la taille des 
microorganismes generant les biofilms. 
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Avantageusement, on peut utiliser des particules de 
tailles differentes et, avantageusement aussi, de couleurs 
differentes. Les particules de plus petite taille sont 
immobilisees avant les particules de plus grande taille 
5 lora du developpement d'un biofilm. On peut ainsi 
caractexisei plus — pr6cisementr- le — develbppemeht audit 
biofilm ou sa degradation. 

De raeme, selon une configuration avantageuse de 
1' invention, ladite particule est generatrice d'un signal 
10 detectable par ledit dispositif de detection optique du 
mouvement. Avantageusement, ladite particule est de type 
fluorescente ou phosphorescent e ou radioactive ou 
chimioluminescente . 

Concernant ledit dispositif de detection optique du 
15 mouvement, Celui-ci comporte une source lumineuse 
emettant en direction de ladite particule, et des moyens 
de detection optiques permettant de detecter le mouvement 
de ladite particule dans la culture. Par moyens de 
detection optiques, on entend tout moyen de detection 
20 utilisable. selon un mode de realisation prefere, il 
s'agira de moyens optiques macroscopiques . Selon un mode 
particulier de 1' invention, le mouvement de la particule 
pourra etre visualise directement, a l'CBil nu. 

Dans le cadre de cette detection, la particule 
eclairee pourra consister en une particule fluorescente ou 
une particule noire, ou tout du moins opaque. 

Avantageusement, on pourra utiliser des particules de 
couleurs differentes, de tailles differentes, de densites 
differentes, de formes /geometries differentes, de 
constitutions physico-chimiques differentes, d'etats de 
surface differents pour, multiplier les criteres de 
caracterisation de developpement d'un biofilm. 

Avantageusement, on pourra coupler a la surface des 
particules des groupements chimiques a tester et tester 
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les proprietes anti-adhesion desdits groupements chimiques 
(particules mobiles). 

Avantageusement, on pourra coupler a la surface des 
particules des molecules permettant de caracteriser 
5 certaines categories de microorganismes et tester 
^a<**~±on- -desdi^es- -categories- de— microorganisififes- 
(particules immobilisees) . 

Ladite particule pourra etre direetement configuree 
pour rester dans une position stable au repos dans le fond 
10 plat dudit reacteur. Avantageusement , ladite particule 
peut Stre une particule par exemple en forme de palet, de 
geometrie asymetrique avec une face plane, (.„). 

Avantageusement, ledit dispositif peut comprendre en 
outre des moyens de mesure pour mesurer la viscosite de 
ladite culture a des intervenes de temps donnes et des 
moyens de comparaison permettant de comparer les mesures 
obtenues . 

De cette maniere, il peut etre test* 1'entrave au 
deplacement de ladite particule due a la presence des 
microorganismes colonisateurs, ou d'exopoly saccharides ou 
de matrice secretee par les microorganismes dans laguelle 
ladite particule est enchassee a differents temps. 

On comprendra mieux 1' invention a l'aide de la 
description, faite ci-a P res a titre purement explicatif 
de differents modes de realisation de 1'invention, en 
reference aux figures annexees : 

- la figure 1 illustre le principe de detection de 
la formation et du developpement du biofilm dans un tube a 
fond hemispherique ; 

- la figure 2 represente le principe de la 
detection de la formation d'un biofilm sur le fond d'un 
tube a fond hemispherique (ou de tubes autres qu'a fond 
plat)(vue de dessus). 

- la figure 3 illustre le principe de detection de 
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la formation et du developpement du biofilm dans un tube a 
fond plat ; 

- la figure 4 illustre le principe de detection de 
la formation et du developpement du biofilm dans un tube 
5 aux extremites ouvertes ; 

--ta-tt-guws-5 represente une" autre - illustration du 
principe de detection de la formation et du developpement 
du biofilm dans un reacteur (1) du type tube (1) a fond 
(2) plat. 

10 " la figure 6 represente une variante de 

1' invention presentee a la figure 5. 

la figure 7 represente une application 
particuliere de 1' invention telle gue decrite dans la 
figure 5. 

15 " la figure 8 represente une application 

particuliere de 1' invention dans le domaine de la 
surveillance de la contamination des canalisations, 
particulierement dans la surveillance de la contamination 
des vannes. 

Le principe general pour detecter la formation et le 
developpement d'un biofilm dans une culture contenant des 
microorganismes se deroule comme suit. 

Une ou plusieurs particules ou billes chargees 
electriquement, magnetique ( s ) , magnetisable ( s ) ou 
25 revetue(s) d'une couche magnetique ou magnetisable est 
(sont) placee(s) dans la culture. La composition des 
particules pourra varier a condition qu'elle soit 
compatible avec une react ivite dans un champ electrique, 
magnetique ou electromagnetique . Afin d'alleger la 
description qui suit, on ne decrira lesdites particules 
qu'en terme de billes. 

Lesdites billes vont alors se retrouver incorporees 
petit a petit dans la matrice secretee par les 
microorganismes, jusqu'a une immobilisation complete. 
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Dans le processus biologique de la formation du 
biofilm, les microorganismes sont immobilises et englobes 
dans cette matrice. lis sont alors dissimules, proteges des 
agressions du milieu exterieur, d'ou l'origine des 
resistances aux antibiotigues observees (pathologies 
nosocomiaiesTT "Ees— BxITes— " permettentr de— mlmer- cette 
Immobilisation . 

Afin de mimer cette immobilisation, un generateur de 
champ est approche vers lesdites billes. Ainsi, dans les 
milieux ou aucun biofilm ne s'est d§veloppe, les billes 
reagissent a 1' approche dudit generateur et se deplacent, 
en general vers le generateur de champ et eventuellement 
selon le mouvement dudit generateur. En revanche, si les 
particules sont englobees dans la matrice du biofilm, leur 
mouvement sera freine, voire empeche selon le degre de 
formation du biofilm. 

La m#thode selon la presente invention reside done 
dans 1' exploitation du comportement de billes pouvant etre 
mises en mouvement sous l'effet de champs, electrigues, 
magnetiques ou electromagnetigues . Si le comportement 
desdites billes est entrave par la presence de la matrice 
gui compose le biofilm, il est alors possible de detecter 
et de visualiser leur degre de mobilite (mobiles, semi 
mobiles, immobiles), et par consequent de visualiser le 
25 developpement du biofilm. 

Ladite methode permet en outre de differencier les 
billes pouvant etre mises en mouvement sous l'effet d'un 
champ et celles dont les mouvements sont entraves par la 
presence de la matrice secretee par les microorganismes. 

La detection du mouvement des billes dans le biofilm 
est effectuee par rhesure optique, soit par eclairage 
direct, soit par eclairage indirect. Dans ce dernier cas, 
les billes utilisees seront avantageusement f luorescentes . 
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En fonction du format choisi des billes (geometrie, 
taille, density), le corps bacterien sera mime plus ou 
moins precisement et Involution du biofilm caracterisee 
avec de nouveaux cri teres. 

En fonction de la frequence de presentation du 
gene-ra^esr- -a*-*inaa&rv f onctibir- de" ra" force- du cnamp; ~ 
Involution dynamique de la matrice constitutive du 
biofilm pourra etre suivie. De meme, une fois un biofilm 
constitue, la degradation de ce dernier pourra etre suivie 
sous l'effet d'un traitement particulier. 

II est alors possible, avec des tests biochimiques, 
d' analyser la constitution de ladite matrice. 

De meme, le suivi de 1' immobilisation de la bille par 
la matrice constituant le biofilm permet de suivre par 
analogie le processus d'enfouissement des bacteries dans 
cette matrice qu'elles secretent. 

Afin de tester le developpement de biofilm au fond 
d'un tube, la detection sera conduite avec des particules 
suffisamment denses pour sedlmenter au fond dudit tube 
20 inversement, la detection sera conduite avec des 
particules peu denses pour f lotter en surface du milieu de 
culture, ceci afin d'etudier le developpement de biofilm 
en surface (interface air/liquide) . 

En outre, en jouant sur la densite des particules, 
des series de detection peuvent etre conduites a des 
interfaces solide/liquide, liguide/liguide, liguide/gaz. 

Les detections peuvent egalement mettre en ceuvre des 
particules de tailles differentes, pouvant en outre etre, 
par exemple, dif ferenciees par des couleurs differentes. 

Des exemples de mise en omvre de cette methode vont 
maintenant etre decrits. Dans ces exemples, les 
microorganismes decrits sont des bacteries. II est entendu 
que la description qui suit est applicable a tout autre 
microorganisme pour lequel on voudra etudier le 
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developpement du biofilm. Cependant, la taille des billes 
sera avantageusement adaptee a la taille des 
microorganismes etudies si l'on souhaite modeliser le 
comportement des microorganismes dans le biofilm fonn6. 
5 Les figures 1 a 8 illustrent le principe de detection 

de-ia- formation d*un- biof-iBa- dans-d± f f e ren Le s geomeirries- 
de tubes recevant une culture comprenant les bacteries a 
6tudier. 

La figure 1 et la figure 2 illustrent en particulier 
10 le principe de detection de la formation et du 
developpement du biofilm dans un reacteur (1) du type tube 
(1) a fond (2) hemispherique . La figure 1 est une 
illustration en coupe, la figure 2 est une vue de dessus. 

Par exemple, 1' experience peut etre conduite sur une 
plaque presentant 96 tubes (ou puits) de contenance de 
200^1. Dans le present exemple, une bille (3) est deposee 
au fond de chague tube (1). Bien entendu, le procede ne se 
limite pas necessairement a une seule bille. Un milieu de 
culture (4) est alors ajoute dans chacun des tubes (1), ce 
milieu etant ensuite ensemence avec une souche bacterienne 
(5) pouvant 6voluer en biofilm (6) et ce, dans des 
conditions de cultures standardises (temperature, 
oxygenation, pH .-). 

A intervalle de temps regulier, un aimant (7) 
25 positionne sous le tube (1), et plus particulierement sous 
la bille (3), se deplace pour remonter rggulierement le 
long de la parol dudit tube ( 1 ) . 

Lorsque la bille (3) ne rencontre pas d' obstacle dans 
son mouvement ou n'est pas suffisamment entravee dans la 
matrice secretee par les bacteries (5) et constituant le 
biofilm (6), la bille (3) suit le mouvement dudit aimant 
(7) (Figures lb et lc ou 2b et 2c). Lorsque 1' aimant est 
eloigne, la bille n'est plus soumise a son champ et peut 
retourner k sa position initiale. En revanche, lorsque la 
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formation du biofilm (6) est telle que le mouvement de la 
bille (3) est entrave voire empeche, ladite bille (3) 
reste immobile au fond du tube (1) (Figure Id ou 2d). Get 
Stat traduit alors un developpement de la matrice 
5 extracellulaire constitutive du biofilm (6) dans le tube 
( 1) tel que ladite matrice engtotre la bille (1) de-ta-meme 1 
fagon qu'elle englobe les bacteries (5). 

Dans cet exemple, 1'aimant est manipule de fagon h 
dSplacer la bille ( 3 ) le long de la parol dudit tube ( 1 ) . 
10 Cependant, il pourra etre avantageux de manipuler 1'aimant 
en direction de la bille (3) ou inversement, de manipuler 
le tube vers l'aimant, de sorte k deplacer la bille (3) 
selon une trajectoire autre que la parol dudit tube (1). 

Avantageusement, un dispositif optique permet de 
15 visualiser automatiquement le degre de liberte de ladite 
bille (non represents ). Ledit dispositif comprend une 
source lumineuse emettant en direction de ladite bille (3) 
et des moyens de detection permettant de detecter le 
mouvement de la bille (3) dans la culture (4). 
20 Lorsque le tube (3) est transparent , la source 

lumineuse est disposSe sous ledit tube (1) de sorte a 
emettre le faisceau lumineux directement vers la bille 
magnetique ( 3 ) • Les moyens de detection sont alors 
disposes au-dessus dudit tube (3). Ainsi, la detection du 
25 mouvement de la bille (3) est effectu6e en suivant le 
mouvement de la tSche sombre correspondent k la bille (3). 

Lorsque le tube (1) est en mater iau opaque, comme par 
exemple en metal, la source lumineuse est disposee au- 
dessus dudit tube de sorte k emettre le faisceau lumineux 
30 au travers de la culture (4) vers la bille magnetique (3). 
De m&ne que precedemment, lesdits moyens de detection sont 
disposes au-dessus dudit tube. Dans cette configuration, 
lesdites billes (3) sont constituees avantageusement en 
materiau fluorescent. Ainsi, lorsque lesdites billes (3) 
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sont 6clair6es via la source lumineuse, leur mouvement est 
detects par lesdits moyens de detection en suivant le 
mouvement de la tache fluorescente correspondant a la 
bille (3). 

5 La figure 3 illustre une variante de realisation de 

1 ' invention ~T Ta d§^ ectlbii" de Ta Tormatridii du" bio film ( 6~)~ 
dans un r§acteur (1) du type tube (1) a fond (2) plat. 

Avantageusement , le fond (2) du tube (1) est muni de 
deux cavitfis (8, 9) adjacentes. une bille (3) est dSposfie 
10 au temps initial dans une desdites cavites (8). L'aimant 

(7) est alors dispose au contact de 1' autre cavitS (9). 
Lorsque la bille (3) n'est pas entrav^e dans son mouvement 
par le biofilm (6), elle glisse de la cavite (8) & la 
cavit6 adjacente (9) (Figure 3b). L'aimant (7) est ensuite 

15 d^place sous la premiere cavitS (8) (Figure 3c). Sous 
l'effet attractif de l'aimant (7), son mouvement n'6tant 
tou jours pas empeche, ou tout du moins pas suf f isamment 
entravfi, la bille (3) glisse vers ladite premiere cavity 

(8) . Et le test va §tre rSp6t6 k intervalles rSguliers 
20 jusqu'SL observer 1' immobilisation totale ou partielle des 

billes (3) comme 1' illustre la figure 3d : lorsque 
l'aimant (7) est d6plac§ sous la deuxieme cavite (9), la 
bille (3), engluSe dans le biofilm (6), ne peut plus, en 
reponse a l'effet attractif de l'aimant (7), passee dans 

25 la deuxieme cavitS (9) du fait de 1 ' entravement de son 
mouvement dans ledit biofilm (6). 

Dans une variante, le fond du tube ne pr§sente pas de 
cavit6s destinies k recevoir la ou les billes magnetiques. 
A cet effet, ladite bille magnetique (3) est configuree 

30 pour pouvoir se maintenir dans une position stable au fond 
dudit tube (1). 

La figure 4 illustre un autre mode de realisation de 
l 1 invention mettant en ceuvre un reacteur (1) du type tube 
(1) prSsentant des extremit^s ouvertes (10, 11). Le tube 
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(1) e.t alo„ configure pour permettre un flux continu du 
nulxeu de culture (5). 

Co*ae dans i-exe^ple du tube , £on<j 
mteme ,12, de u parol (13) dudit J«« 
5 avantageusement des cavites 18 9> ™ P"»sente 
leaditea billed «v « , - """"^ 13 ° U 

d 4 crit orZi, ne*e principe que celui 

d 4 crit precedent, un aidant ,7, est present* de fagon a 
~ttr. e„ mcu^nt les blUes (3) d9 • J 

passant d'une cavits a l'autre. 

10 surface" ^ ° 6 ™ CaTltS »'"* » la 

surface interne ,12, de la paroi (13, dudit tube ,1, i. 

5 de la parol dudit tube «« («) 

les h S n° n ^ C ° nfi9Uratlon P«t-uliere de 1'invention 

a sit: 3 r a r es dans ie bio£ii - <6 > — «~ £ 

culture D rtOUPSr<eS P ~ » — t plongeant dans la 
culture, oe cette ^ un ^ 

=1:: r t * s r iM ^ 

<««sents constitutes de ^1^', 
Microorganism conBtitutl£s de u ^~ < 

latence, en activite, corps .norts, , 

da„ a f0matlM et du ^veloppement du biofils, 

dans un reacteur ( „ du type tube (1, a fond ,2, olat 

:r iUM — - - - - Pi- depuis U Ll^ou 
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Des billes (3, M nt depos.es au fond de chagu. tube 

^ culture ,4, est alors a^oute dans chacun 
des tubes (Figure Sa\ m ,-n - 

gure 5a), ce nalieu etant ensuite ensemence 
avec une souche bacterienno t*\ ^ . - 6 
tv . ^cterxenne (5) pouvant evoluer en biofilm 

(6) (Figure 5b a 5e> »+■ ^ , 

5e) et ce, dans des conditions de 
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cultures standardises < temperature , oxygenation, pH ~) . 

A intervalle de temps regulier, un aimant (7) 
positionne sous le tube (1) (Figure 5b et 5e). Lorsgue les 
billes (3) ne rencontrent pas d 7 obstacle dans leur 
5 mouvement ou ne sont pas suffisamment entravees dans la 
matrice s<ScY(St6e "pl^" Tes^fiac^ re 
biofilm (6), elles sont attirges en direction de l 1 aimant 
(7) (Figure 5b). Les billes (3) attirSes autour de 
1' aimant (7) liberent une zone « sans billes » ou « zone 
10 claire » simple & detecter, particulierement de manidre 
visuelle. Lorsque la formation du biofilm (6) est telle 
que le mouvement des billes (3) est entrave voire empeche, 
les dites billes (3) restent immobiles au fond du tube (1) 
(Figures 5d et 5e). Cet . Stat traduit alors un 
15 developpement de la matrice extracellulaire constitutive 
du biofilm (6) dans le tube (1) tel que ladite matrice 
englobe la bille magnStique (1) de la meme fagon qu'elle 
englobe les bacteries (5). 

I*a figure 6 illustre une variante de 1' invention 
20 presentee a la figure 5. 

Des boites de Petri (1) contenant un milieu de 
culture liquide (4) sont ensemencSes avec des bacteries 
(5) et des billes magnetiques (3 et 3') de tallies 
dif f erentes sont dSposees dans chaque boite ( 1 ) (Figure 
25 7). Les conditions de cultures sont standardises 
( temperature , oxygenation , pH, afin de permettre le 

developpement des bacteries et done le developpement du 
biofilm (6). 

A intervalle de temps regulier , un aimant (7) est 
30 positionne sous la boite de Petri (1). Lorsque la bille 
(3) ne rencontre pas d' obstacle dans son mouvement ou 
n'est pas suffisamment entravee dans la matrice secretee 
par les bacteries (5) et const ituant le biofilm (6), les 
billes magnetiques (3) sont attirees en direction de 
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l'aimant (7). One zone claire (14) se dessine alors entre 
la limite exterieure de la zone d* influence des lignes de 
champ magnetique (9) qui attirent les billes et l'agregat 
de billes (15). Lorsque la formation du biofilm (6) est 
telle que le mouvement des bille3 (3) est entrave voire 
empecher- les dites- birl les- ( 3 ) re stent imrtObiles dans la 
boite (1). Cependant, du fait de la taille differente des 
billes, leur deplacement est fonction de leur taille et de 
la densite du biofilm". Au fur et a mesure du developpement 
du biofilm, les petitea billes en premier verront leur 
deplacement inhibe par le biofilm, puis avec un 
developpement supplementaire du biofilm, les grosses 
billes se verront a leur tour stoppees. 

La figure 7 illustre une application particuliere de 
1' invention telle que decrite dans la figure 5 ou dans la 
figure 6, les billes sont deposees sur une surface 
recouverte d'un produit contenant un agent antimicrobien, 
comme par exemple un agent ant i fouling. Ladite surface 
peut etre en tout materiau, particulier en m6tal. 
Lorsqu'un aimant est approche de la surface les billes 
sont attirees par les lignes de forces de l'aimant, 
constituant alors une zone de densite en bille plus 
importante que sur le reste de la surface. Cette 
application est avantageuse quand on veut mesurer 
l'efficacite d'un produit antifouling applique sur une 
surface metallique. 

Dans cette forme de realisation particuliere, il peut 
etre plus interessant de faire varier 1' intensity du champ 
magnetique, par exemple en faisant tourner un barreau 
aimante sous la surface a tester. 

La figure 8 illustre une application particuliere de 
1' invention dans le domaine de la surveillance de la 
contamination des canalisations, particulierement dans la 
surveillance de la contamination des vannes. 
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Pour modSliser le dSveloppement de biofilm sur un 
support soumis & un flux de liquide (canalisations (1)), il 
est possible d'utiliser un dispositif avec un anneau (16) 
emprisonn6 dans un renflement d'un tuyau (17). Une 
5 particule magnStisable (4) est incluse en un point de 
. ___ jj^2"j-^ Souis 1 ^a«XOir"dnra" champ magnStique (Figure~ 
8b ou 8c ), on peut faire tourner cet anneau. 

Si un biofilm se developpe au sein du dispositif, le 
mouvement de 1* anneau est entrav6. 
10 Ce dispositif modelise une vanne, le site des 

canalisations ou se d£veloppent le plus facilement les 
biof ilms. 

L ' invention est decrite dans ce qui precede a titre 
d'exemple. II est entendu que l'homme du metier est a meme 
15 de rfealiser diff6rentes variantes de 1' invention sans pour 
autant sortir du cadre du brevet* 
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REVENDICATIONS 



1. Procede permettant de mesurer la viscosity d'un milieu 
de culture de microorganismes (5), caracterise en ce 
qu'il comporte les etapes consistant successiveraent a : 

a) immerger au ttolnS- ~ tinfe— particule cKargee 

eiectriquement, magnetique ou magnetisable ou 
recouverte d'au moins une couche magnetique ou 
magnetisable (3) dans ladite culture (4), 

b) soumettre ladite culture (4) a un champ electrique, 
magnetique ou electromagnetique de fagon a mettre 
ladite particule (3) en mouvement, 

c) detecter optiquement le degre de liberty de 
mouvement de ladite particule (3) dans ladite 
culture, .ledit procede n'utilisant pas de 
microscope a balayage. 



20 



2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
l'etape b) consiste a soumettre ladite culture (4) a un 
champ electromagnetique, eventuellement applique par 
impulsion. 



3. Proced^ selon l'une guelconque des revendication s 1 ou 
2, caracterise en ce que l'etape b) consiste a 

25 soumettre ladite culture (4) a une augmentation 

progressive d'un champ electromagnetique. 

4. Procede selon l'une guelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que ledit champ 
electrique, magnetique ou electromagnetique est genere 
par des moyens generateurs de champ en mouvement. 



. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
4, caracterise en ce que ladite culture de 
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microorganismes s'Scoule en flux constant & travers un 
r6acteur (1) ouvert. 

6. ProcedS selon I'une quelconque des revendications 1 a 
5 5, caract6ris6 en ce que la culture (4) s'6coule a 

- - - ; — havers - nn~ xfiacLem, — f *>""" advert™ en— £*ux— €fe*continu a- 

intervalle de temps donne. 

7. Procfide selon l'une quelconque des revendications 
10 pr6c6dentes, caract§ris6 en ce que l'6tape c) consiste 

2l feclairer au moyen d'une source lumineuse ladite 
particule (3) et de dStecter le mouvement de ladite 
particule ( 3 ) dans ladite culture ( 4 ) . 

15 8. Proc€d§ selon I'une quelconque des revendications 
pr6cedentes, caract6ris6 en ce que la particule (3) est 
generatrice d'un signal. 

9. Proc6d6 selon la revendication prec6dente, caract£ris£ 
20 en ce que la particule (3) est du type fluorescente ou 

phosphorescente ou radioactive ou chimioluminescente . 

10. ProcedS selon l'une quelconque des revendications 1 a 
9, ledit proc6d6 permettant de d6tecter la formation et 

25 le d6veloppement de biofilms (6) dans ladite culture 

(4), caract§ris6 en ce qu'il comprend 

une mesure de la viscosity de ladite culture (4) 
selon le proc#dS tel que d6crit dans l'une 
quelconque des revendications 1 a 10 a un temps t=0 

30 correspondant a 1 ' ensemencement de ladite culture 

(4), 

au moins une mesure Si un temps t de la viscosity de 
ladite culture (4) selon le procede tel que d£crit 
dans l'une quelconque des revendications 1 a 10, 
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une etape de comparaison des mesures a to et t. 

11. Procede selon l'une quelcongue des revendications l a. 

10, caracterise an ce que ladite culture (4) est 

homogene ou non homogene, pr^ferentiellement non 
homogene. 



12. Dispositif permettant de mesurer la viscosite d'une 
culture de microorganismes , caracterise en ce qu'il 
10 comprend : 

au moins un reacteur de culture (1) destine a 
recevoir ladite culture (4) pour realiser la 
detection de la formation et du developpement de 
biof ilms ( 6 ) , 

au moins une particule chargee electriguement ou 
magnetique ou magnetisable ou recouverte d'au moins 
une couche magnetique ou magnetisable immergee dans 
la culture (4), 

des moyens pour generer un champ electrique ou 
magnetique ou electromagnetique , ledit champ etant 
applique & ladite particule ( 3 ) , 

un dispositif de detection optique du mouvement de 
ladite particule, autre qu'un microscope a 
balayage . 

t. Dispositif selori la revendication precedente, 
caracterise en ce que ledit reacteur (1) presente une 
extremite ferm^e de sorte a former un fond (2) plat. 

. Dispositif selon la revendication precedente, 
caracterise en ce que le fond ( 1 ) dudit reacteur ( 1 ) 
presente une ou plusieurs cavites (8, 9) ou sillons, 
destines a recevoir la ou lesdites particule(s) . 
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15. Dispositif selon la revendication 12 , caract€ris€ en ce 
que ledit r6acteur (1) prfisente une extrfimitfi fermSe de 
sorte et former un fond (2) h6mispherique. 

5 16. Dispositif selon la revendication 12 , caract6ris6 en ce 
que ledit reacteur" (I J prS^ente demr " extr&nit^s" 
ouvertes . 

17. Dispositif selon la revendication 16 , caract6ris<§ en ce 
10 que le r^acteur (1) est configure pour permettre un 

ecoulement de ladite culture (4) en flux constant ou en 
flux discontinu & intervalle de temps donnS. 

18. Dispositif selon l'une quelconque des revendications 12 
15 h 17, caract6ris6 en ce que ladite particule (3) est 

g6n6ratrice d'un signal detectable par ledit dispositif 
de detection du mouvement. 

19. Dispositif selon la revendication pr6c6dente, 
20 caract£ris6 en ce que ladite particule (3) est de type 

fluorescente, phosphorescente ou radioactive ou 
chimioluminescente . 

20. Dispositif selon l'une quelconque des revendications 12 
25 k 19, caract^rise en ce que ladite particule (3) est 

configuree de telle sorte qu'elle est en position 
stable au repos dans ledit reacteur ( 1 ) . 

21. Dispositif selon l'une quelconque des revendications 12 
30 a 20, caracteris§ en ce que ladite particule (3) 

presente une taille sensiblement identique a la taille 
des microorganismes (5). 
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22. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 
12 a 21, caracterise en ce que ledit dispositif de 
detection optique comporte une source lumineuse 
emettant en direction de ladite particule (3), et des 
moyens de detection permettant de detecter le mouvement 
de- ladite particule (3) dans le nt! lieu de" culture (4). 

23. Dispositif selon l'une quelconque des revendications 12 
a 22, ledit dispositif permettant de detecter la 
formation et le developpement de biofilms (6) dans le 
milieu de culture (4), caracterise en ce qu'il 
comprend : 

des moyens de mesure pour mesurer la viscosity du 
milieu de culture a des intervalles de temps 
IS donnes, 

des moyens de comparaison permettant de comparer 
les mesures obtenues. 



10 



WO 2005/090944 



1/8 



PCT/FR2005/000427 




Figure 1 



WO 2005/090944 



2/8 



PCT/FR2005/000427 




1 7 

i b c d 



Figure 2 
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